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Abstract	  
	  
UV	  radia-on	  aﬀects	  almost	  all	  organisms	  through	  direct	  damage	  to	  DNA	  and	  proteins	  or	  
indirectly	  through	  free	  radical	  sensi-za-on.	  While	  natural	  protec-on	  from	  UV	  in	  humans	  comes	  
from	  the	  produc-on	  of	  the	  photoprotec-ve	  pigment	  melanin,	  organisms	  that	  do	  not	  produce	  
melanin	  have	  to	  ﬁnd	  alterna-ve	  strategies.	  As	  phototrophic	  bacteria,	  cyanobacteria	  must	  protect	  
themselves	  from	  the	  UV-­‐B	  and	  UV-­‐A	  radia-on	  from	  exposure	  to	  sunlight.	  Some	  cyanobacteria	  
are	  able	  to	  protect	  themselves	  through	  the	  use	  of	  scytonemin,	  an	  indole-­‐alkaloid	  sunscreen	  that	  
is	  deposited	  into	  the	  extracellular	  sheath	  of	  the	  cells	  that	  produce	  it.	  Nostoc	  puncCforme	  ATCC	  
29133,	  a	  scytonemin-­‐producing	  cyanobacterium,	  serves	  as	  a	  model	  organism	  for	  understanding	  
scytonemin	  biosynthesis.	  While	  a	  genomic	  region	  that	  is	  responsible	  for	  scytonemin	  biosynthesis	  
has	  been	  iden-ﬁed,	  many	  of	  the	  genes	  within	  this	  region	  remain	  to	  be	  characterized.	  In	  
par-cular,	  it	  is	  unknown	  if	  the	  extracellular	  nature	  of	  the	  sunscreen	  is	  coupled	  to	  extracellular	  
slime	  produc-on.	  Thus,	  it	  is	  necessary	  to	  determine	  if	  a	  mutant	  that	  lacks	  the	  ability	  to	  produce	  
scytonemin,	  SCY	  59,	  is	  able	  to	  produce	  slime	  levels	  comparable	  to	  the	  wild	  type	  under	  the	  same	  
condi-ons.	  Using	  a	  wild	  type	  strain	  of	  N.	  puncCforme	  and	  SCY	  59,	  the	  rela-onship	  between	  
extracellular	  slime	  and	  scytonemin	  produc-on	  was	  inves-gated	  using	  the	  Phenol-­‐Sulfuric	  Acid	  
(PSA)	  test	  for	  measuring	  extractable	  extracellular	  carbohydrates.	  	  Following	  the	  exposure	  of	  N.	  
puncCforme	  and	  SCY	  59	  to	  either	  white	  light	  or	  white	  light	  supplemented	  with	  UV-­‐A	  the	  amount	  
of	  extractable	  carbohydrates	  was	  measured.	  While	  the	  carbohydrate	  produc-on	  was	  similar	  for	  
both	  strains	  under	  white	  light	  only	  and	  the	  wild	  type	  under	  UV-­‐A,	  SCY	  59	  exposed	  to	  UV-­‐A	  had	  
signiﬁcantly	  more	  slime	  produc-on.	  This	  suggests	  that	  scytonemin	  and	  extracellular	  slime	  
produc-on	  are	  not	  coupled	  and	  that	  SCY	  59	  may	  be	  compensa-ng	  for	  the	  lack	  of	  scytonemin	  
with	  excess	  slime	  for	  protec-on	  against	  UV-­‐A	  radia-on.	  	  
	  
Introduc-on	  	  
	  
UV-­‐A	  radia-on	  aﬀects	  DNA	  and	  proteins	  in	  
almost	  all	  organisms	  on	  earth	  through	  free	  
radical	  sensi-za-on	  and	  oxida-ons.	  	  The	  
emphasis	  of	  our	  study	  is	  to	  examine	  the	  eﬀects	  
of	  UV-­‐A	  on	  extracellular	  slime	  produc-on	  in	  the	  
cyanobacterium	  N.	  puncCforme	  against	  a	  
mutant	  strain,	  SCY	  59,	  which	  the	  lacks	  the	  
poten-al	  to	  manufacture	  the	  UV-­‐A	  sunscreen,	  
scytonemin	  (Figs.	  1,2).	  If	  extracellular	  slime	  
layer	  and	  scytonemin	  produc-on	  are	  gene-cally	  
linked,	  then	  it	  is	  hypothesized	  that	  when	  
scytonemin	  produc-on	  is	  knocked	  out	  
extracellular	  slime	  layer	  produc-on	  would	  also	  
cease.	  
Materials	  and	  Methods	  	  
	  
Six	  20	  ml	  liquid	  cultures	  of	  each	  N.	  puncCforme	  and	  SCY	  59	  were	  prepared	  in	  AA	  media,	  with	  an-bio-cs	  added	  as	  
appropriate,	  in	  UV-­‐A	  transparent	  -ssue	  culture	  ﬂasks.	  Three	  cultures	  of	  each	  strain	  were	  placed	  under	  white	  light	  
(~40	  mM	  photons	  m-­‐2s-­‐1)	  while	  the	  remaining	  three	  cultures	  of	  each	  strain	  were	  placed	  under	  white	  light	  with	  UV-­‐A	  
supplement	  (~10	  W	  m-­‐1).	  	  A[er	  6	  days	  the	  cells	  were	  harvested	  for	  quan-ta-ve	  analysis	  as	  follows:	  10	  ml	  for	  
carbohydrates	  (Dubois,	  1956),	  1	  ml	  for	  chlorophyll	  a,	  and	  1.5	  ml	  for	  scytonemin	  (Fig.	  3).	  	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Chlorophyll	  a	  content	  was	  determined	  as	  a	  measure	  of	  biomass	  by	  extrac-on	  in	  90%	  methanol	  (v/v)	  and	  
subsequent	  absorp-on	  measured	  at	  665	  nm.	  To	  measure	  scytonemin	  content	  and	  verify	  produc-on	  in	  only	  the	  wild	  
type	  strain	  exposed	  to	  UV-­‐A,	  cultures	  were	  spun	  and	  the	  pellets	  were	  ground	  in	  acetone	  with	  a	  glass	  -ssue	  grinder	  
to	  a	  ﬁnal	  concentra-on	  of	  1	  mg	  dry	  weight	  1	  ml	  acetone-­‐1.	  	  Pigments	  were	  extracted	  overnight	  at	  4°C	  in	  the	  dark	  
and	  the	  supernatants	  were	  read	  from	  350-­‐750	  nm.	  	  Absorbance	  values	  at	  384	  nm,	  represen-ng	  scytonemin,	  were	  
corrected	  for	  interference	  by	  other	  pigments	  using	  the	  tri-­‐chroma-c	  equa-on	  developed	  by	  Garcia-­‐Pichel,	  1991.	  
Results	  and	  Conclusions	  
	  
By	  extrac-ng	  and	  measuring	  the	  total	  extractable	  and	  ethanol-­‐precipitable	  carbohydrates	  from	  
each	  strain	  and	  comparing	  the	  values	  between	  those	  that	  were	  exposed	  to	  supplemental	  UV-­‐A	  
and	  those	  that	  were	  not	  some	  interes-ng	  observa-ons	  were	  made	  (Fig.	  4).	  Most	  strikingly	  there	  
was	  a	  signiﬁcant	  increase	  in	  extracellular	  carbohydrate	  produc-on	  in	  SCY	  59	  when	  given	  a	  UV-­‐A	  
supplement	  rela-ve	  to	  all	  other	  strains	  and	  treatments.	  	  This	  increase	  was	  present	  for	  both	  the	  
TE	  and	  EP	  carbohydrates	  in	  SCY	  59	  exposed	  to	  UV-­‐A	  while	  absent	  from	  the	  rest	  of	  the	  cultures	  
whose	  values	  were	  not	  signiﬁcantly	  diﬀerent	  from	  one	  another.	  
	  
This	  data	  suggests	  that	  the	  genes	  for	  scytonemin	  and	  extracellular	  slime	  layer	  produc-on	  are	  not	  
coupled	  and	  that	  SCY	  59	  may	  be	  producing	  increased	  amounts	  of	  extracellular	  slime	  layer.	  This	  
may	  be	  a	  response	  of	  SCY	  59	  to	  its	  inability	  to	  produce	  scytonemin	  while	  s-ll	  experiencing	  the	  
need	  to	  protect	  itself	  from	  the	  harmful	  eﬀects	  of	  UV-­‐A	  radia-on.	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Fig.	  1.	  	  N.	  puncCforme	  and	  SCY	  59	  exposed	  to	  either	  white	  light	  or	  
white	  light	  with	  a	  UV-­‐A	  supplement.	  
Fig.	  2.	  Spectrometer	  reading	  of	  N.	  puncCforme	  
under	  white	  light	  and	  under	  white	  light	  with	  
UV-­‐A	  supplement	  	  
Fig.	  4	  The	  amount	  of	  total	  extractable	  carbohydrates	  and	  ethanol	  
precipitable	  carbohydrates	  extracted	  from	  samples	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Samples	  
Extractable	  Carbohydrates	  
Total	  Extractable	   Ethanol	  Precipitable	  	  
1.0	  ml	  Chlorophyll	  a	  
1.5	  ml	  Scytonemin	  
Sonicate	  10	  ml	  +	  extract	  carbohydrates	  
Total	  
Extractable	  
Ethanol-­‐
Precipitable	  
Pellet	  4.5	  ml	  cells	  
Resuspend	  in	  4.5	  ml	  
0.1	  EDTA	  
PSA	  Test	  
1	  ml	  sample	  
1	  ml	  5%	  phenol	  
5	  ml	  H2SO4	  
10	  min	  @	  20oC	  
Read	  A595	  nm	  
Precipitate	  in	  70%	  ethanol	  	  	  (v/v)	  
overnight	  @	  4oC	  
PSA	  Test	  
Wash	  in	  70%	  ethanol	  
Resuspend	  in	  4.5	  ml	  pure	  water	  
Fig.	  3.	  Flowchart	  for	  chl	  a,	  scytonemin,	  and	  carbohydrate	  analysis.	  
